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C1 -INH als Medikament zur Therapie von humanpathogenen Viren 

. Der C1-Esterase-lnhibitor (C1-INH) aus Humanplasma ist ein SlalinsSure-haltiges. 
Glykoprotein, das andere Glykoprotelne und -lipide, die Komponenten pder auch 
Membranbausteine von Mikroorganismeh viralen und bakteriellen Ursprungs sejn 
kSnnen, binden kann. Diese Bindung vermag erflndungsgemas das Eindrlngen 
bestimmter VIren in Zieizellen zu inhibieren. 

■ Die Wechselwirkung zwischen HIV und C1-INH ist sclion. beschrieben und wird von 
den Autoren zur Abtrennung von HIV aus einer Russigkeit (EP 0 966 976 A1 / 
Centeon Pliarma GmbH) bzw., mit einem spezlell modifizierten CI-iNH-iVlolekul, 
zur Blockierung der Infektipsitat von. HIV^(EP p 969 017 A1./ Centeon Pharma 
GmbH) verwendet. ' , . 

Oberrascliend wurden nun Hinweise gefunden, dass der C1-INH mit- deii 
SiaiinsSure-Gruppierungen seines betrachtlichen Kolnlehydratanteiles, die wie ein 
multivalenter Rezeptor fur virale Hamagglutinin-Membranbausteine . von bspw. 
Ortlioniyxoviren (z.B. Influenza-A- und -B-Viren) Oder Paramyxoviren (z.B. 
Parainfluenza-, Mumps- und Masern-Viren) fungieren, reagieren kann und damit in 
den Schleimhauten zu einem frOh wirkendenden System der Abwehr von 
Ir^J^kti^onserregem gehort. Denn das Hamagglutinln-Molekul besitzt in der distalen 
globularen Domane eine. Bindungsstelle, die Sialinsauremolekule auf der 
Oberflache infizierbarer Zellen erkennt und . sornit auch . C1-INH-standige 
Sialinsaurereste binden kann. Dieser . Baustein . ist fur die Lentiviren (Retroviren) 
HIV-1 und .HIV-2 bisher nicht beschrieben; .deshalfc) sollte die C1-INH-HIV- 
Wechselwirkung andere Grupplerungen involviereri. 



Der. Ci-INH wird vorwiegend in der Leber, aber auch In . Epithelzellen und 
Makrophagen synthetislert. Seine Plasmakonzentratlon betrSgt. 25 mg/dl, der 
Kohlehydratanteil 35 %, davon 14 % Slalinsaure. Zusannmen mit einem Peptldantell 
von 65 % resultiert ein Molekulargewlcht von 104.000 (Haupt H. et a!., 1970, Eur. J 
Blochem 17:254). ... 

Per hohe Kohlenhydratantell bestimmt vor allem Vorkommen und 
Wechselwlrkungen mit Lektlnen. Das, multlfunktioneiie Protein findet man in den 
Schleimhauten des Atemtraktes als eine erste Barriere fur infektiSse Agentien. 

Funktioneli gehort der CI-INH zur Klasse der Serinproteinase-lnhibltoren. Sein 
Wirkungsspektrum umfasst die Regulation der Kontaktfaktoren der Hamostase: F 
XI a, F XII a, F XII f und das damit assoziierte Plasmakallikrein. Zusatzllch 
kontrolliert der CI-INH uber die Hemmung der CI -Esterase, den Weg der 
klassischen Komplement-Aktlvlerung (Helmburger N., 1975, Proteinase Inhibitors of 
. human plasma - theli- properties and control functions. In: Proteases and Biological 
Control; Ed. Reich E., et al., 367; Cold Spring Harbor Symp.; Helmburger N., 1994, 
Haemostasologie 14 (1) : 1)..Da es der einzige korpereigene Komplementinhibitor 
ist, kommt Ihm kllnisch eine grof3e Bedeutung zu, zumal bekannt ist, dass mehrere 
foudroyarit verlaufende Krankheitsprozesse iiber die vom CI-INH kontrollierten 
Aktivierungssysteme ablaufen. Hieraus resultiert ein Verbrauch .,des Inhibitors, der 
haufig nur durch seine Substitution ausgeglichen werdeh kann. Das gilt fiir das 
angioneurotische Syndrom (nach Quincke, 1882; heute Angio6dem),. .das durch 
einen angeborenen Mangel an funktionellem CI-INH verursacht wIrd, und fQr eine 
Reihe anderer Indikationen, die in den letzten Jahren hinzugekommen sind. Auf 
diesen Bedarf hat sich die Plasma fraktionierende Thdustrie miii der Herstellung ' 
hoch gerelnlgter CI-INH-Konzentrate eingestellt. Daneben steht auch - 
rekbmbinanter humaner CI-INH aus mehreren Quellen zur Verfugung (Davis A.E. 
et al.. 1992 Natur. Genetics: 1: 354); z.Z. enthSIt dieses Produkt jedoch keinen . 
Kohlehydratanteil, der.dem in.HumanpIasma vorkommenden MolekQI gleicht, und 
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5 das deshalb bestimmt© Funktionen des Kohlehydratanteils von Plasma-stammigem 
' C1-INH nichtbesitzen kann. 

Dem C1-INH kommt vor allem deswegen eine so breite therapeutlsche Bedeutung 
zu, well er den wie auch Immer ausgeldsten EntzundungsprozeB reguliert und lokal 
10 limltiert. Das gilt besonders fOr den Bereich der Schleimhaute. Die Kontaktfaktoren 
. kannen empfindlich auf jede Veranderung der Endotheloberflachen, z.B. durch die 
Aktlvlerung von Haemostase, Fibrinolyse und des Komplementsystems reagieren. 

• Unter anderem entstehen dabei vasoaktive Peptide vonri Bradyklnin-Typ, die den 
GefaBtonus beeinflussen. Im Kapillarbereich kann dies zu einer Dilation und 
.15 erhohten Pemneabilitat fuliren, die ein Odem oder auch ein Capillary Leak-Syndrom 
verursachen kann (Eisele B. et al., 1994, „Dle gelben Hefte" Jg. XXXIV, Heft 4: 
162). Wenn dieser ProzeB nicht fruhzeltig vom CI -IHN durch Neutralisation der • 
betelligten Proteinasen begrenzt wird, kann er In Form eIner generellen Entzundung 
auf die Organe Qbergreifen. Das erklSrt die Anwendting von C1-INH bel so vielen 
20 Syndromen wIe z. B. dem Capillary Leak und Krelslaufschock (EPA 0586 909 A 2 / 
Behringwerke AG.), der Sepsis und dem septischen Schock [EP 0620406 B 1 / 
Behringwerke AG.) und Im ©xtrakorporalen Blutkreislauf (DE-A-4227762 / 
Behringwerke AG): . 

^jjjjj^S Neu ist, dass der C1-INH nIcht nur Proteinasen, die in Infektion und EntzQndung ' 
involviert sind. inaktiviert sondem auch mit von HIV unterscheid^aren Viren mittels . 
anderen als den dort involvierten Molekulbereichen . wechselwirkt und dies© 
. potentiell neutralisiert. Dieser Reaktlonsfahlgkelt kdnnte bspw. bel akuten Mumpsr 
Oder Maserninfektlonen eIne besondere Bedeutung zukommeh. C1-INH ist daher 
30 , geelgnet, die Schwere und Folgen von akuten Masem- oder Mumpslnfektlonen zu 
-. Ilndern b2W. .za verhlndern. Die Neutralisation Ist offensichtlich beim unveranderten, . 
natlven CI-INH-MolekQI gegenOber humanen Immundeflzlenzviren nicht der Fall 
(EP O 969 017 A 1 / Centeon Pharma GmbH), weshalb eIne spezielle Modiflzierung 
. . ■ yorgeschiagen wurde. . . 



SchlieBlich gibt .es einen Hinweis, dass es Im . Schlelm gesunder Indivlduen 
Epithelzellen-standige Glykoprotelne gibt, die ..ahnlich . vyie Zellrezeptoren 
Virusparfikel binden und an der Infelrtion hindern" (Langs W., Vogel G., E. Uphoff 
H., 1999, Influenza Virologie, Epidemiologie, Klinik, Theraple und Prophylaxe; 
Blackwell WIssenschafts-Verlag). Mit den Viruspartikein sind Influenzavlren (IV) 
gemeint Da in den Behringwerken viele Proteine aus Humanplasma erstmalig 
Isoliert worden sind, liaben wir versucht, das bzw. die Glykoproteine zu 
identifizieren. 

FOr die Modelluntersuchungen liaben wir IV verwendel Da wIr nicht mit lebenden 
Viren arbeiten wollten, entschieden wir uns fiir eine breit venwendete Vakzlne, die 
als ein cliemiscli inaktiylerter Spait- und MIschlmpfstoff mit 45 |xg HSmaglutinin in 
einem Appllkationsvolumen von 0,5 ml deklariert ist (Begrlvac®). Wir konnten in der 
IV-Suspension mit der. Agargel-Diffusionsteclinik nach. Oucliterlony und 
prazipitierenden anti-IV-Antik6rpern kein Immunogen nachweisen. Das gelang 
Jedoch mit einer kleinen Modiflkation (Abb. 1): das zentrale Loch der Agarplatte 
wurde zunSchst mit der Vakzine gefullt und 24 Stunden spater mit einer C1-INH- 
Lesung, urn die IV-Antigene aus iliren Wecliselwirkungen in der Vakzine . 
herausiosen und bestimmen zu konnen. 

Hierfur warden die kreisfSrmig um das zentrale Locli gelegenen Stanzlocher 
separat mit gepooltem Humanplasma und 2 polyklonalen humanen 
ImfTiunoglobulin-Konzentraten (Beriglobin® P) beschickl, die Antikorper gegen IV 
enthielten. Alle zeigen, wahrscheinlich abhSiigig vom Antik6rper-TOr , 2 mehr odef 
weniger .scharfe PrSzipitate; Die Vakzine enthalt also mindestens 2 Antigen- ' 
Populationen; die belde .C1-INH binden (In Abb 1 nicht sichtbar) und sich in der 
Molekulargewlchts-abhangigen Diffuslonsgeschwindigkeit unterschelden. . Der. 
Nacl^weis der Antigens aus der Vakzine 1st konzentrationsalphangig und beginnt mit : 
62,5 ng/ml C1-INH bei 90 ng/ml Hemagglutinin. Genauere Angaben lassen sich mit 
dleser Technik nicht machen. Die Immunprazipitate im Agargel sind meistens so 
fein, dass sie erst nach Anfarben mit Coomassie Brilliant Blue sichtbar sind. : 



In der Immunoelektrophorese wandert der Spaltimfpstoff . heterogen im p- bis a2- 
Globulinberelch, ohne einen typlschen Prazlpitatbogen zu bilden (Abb. S a). Nach 
Zusatz von C1-INH im 20-fachen Oberschuss konzentrleren sich die IV-Antigene Im 
, a2-Globulinberelch mit einer Schleppe zum Auftragsort. Uber den ganzen Bereich 
prSzipitiert das Material auch mit AntikSrpern gegen C1-INH und zwar in Form einer 
Enweiterung des sichelf6rmigen Prazipitats, das der C1-INH alleine. bildet (Abb. 2 
b). • • •• . - ■ • .. : • . 

Aus den Befunden folgt, dass der Spaltimpfstoff, bedingt durch die Spaltung und 
chemische Inaktlviemng. aus Komponenten unterschiedlicher elektrophoretlscher 
Beweglichkelt besteht, die alle ^n den C1-INH binden und offenbar den glelchen 
passenden Akzeptor besltzen. Die. Hauptkomponente, die wahrschelnlich 
Hamagglutlnine enthait, bildet Komplexe mit !a2-Globulinbewegllchkelt. Daneben 
sleht man mehrere hohermolekulare, langsamer wandernde Komplexe und 
Aggregate. Auffallend 1st, dass die C1-INH-IV-Antigen-Komplexe mit Antikorpern 
gegen den C1-INH deutlich besser siciitbar werden als mit anti-IV-Antikorpern. 
Dieses Plianomen kann dadurch zustande kommen, dass der gegenuber IV . 
potentiell multivalente C1-INH eine VIelzahl von endstandigen Slalinsauregmppen 
tragt, uber die er IV und auch andere . Hamagglutlnin-haltlge Viren binden und 
vielleicht sogar vernetzen kann, wobel dadurch yon anti-IV-Antlk6rpern erkennbare 
Epitope blockiert werden konnten. 

Oberraschendenweise kann man mit der Immunoelektrophorese Im Humanplasma 
IV-Antigene nachwelsen. In 4 unterschiedllchen .. von uns untersuchten 
Humanplasmapools fanden yvir mit humanen antl-IV-Antlk6rpern ein punktformiges, 
langsam diffundlerendes Antigen im a2-Globuiinbereich (Abb. 3) und manchmal 
welter anodisch. hoch ein zartes, sichelformlges Prazipitat (in der Abb.3 hicht 
sichtbar). Die Herkunft der beiden IV-Antigene, die offensichtlich als Komplex mit 
CI-INH.im Blut zirkulieren, ist unklar; entweder stammen sie yon einer Influenza- 



Infektlon, oder sie sind das Ergebnis elner Vakzlnierung. In jedem Fall kSnnen sie 
nach Ihrer elektrophoretlschen Bewegiichkeit Prozesslerungsprodukte der IV seln. . 

Nach Zugabe von Influenzaspaltimpfstoff zum glelchen Plasmapool erscheint ein 
groBes farbintenslves PrSzipitat anodlsch vom. Auftragsort (Abb. 3 a, unten); es 
kann in der Vakzlne vorhandenen Antigeneri zugeordnet werden, die zum Tei! in 
Ihrem ladungsabhSngigen Diffusionsverhalten den im Plasma bereits vorhandenen 
.IV-Antigenen entsprechen. Das ist noch besser in Immunoeiektrophoresen von den 
beiden Plasmapoolproben zu erkennen, die mit. einem Antiserum gegen C1-INH 
entwickelt wurden (Abb. 3 b). Uberall dort, wo in Abb. 3 a IV-Antigen liegt, findet 
man aucli C1-INH und zusatzlich natiirlich die sichelformigen Rrazipitate des C1- 
INH, der nicht IV-Antigen gebunden hat. Auffalllg ist, dass der C1-INH in dem mIt 
Vakzlne angereicherten Plasma vermindert ist; offenbar wird er von der Vakzlne 
; gebunden (Abb. 3 b unten). . 

DafQr spricht auch die fOr IV-C1-INH-Komplexe charakteristische hohe 
Farbintensiat, die ihren Nachweis in hoher VerdQnnung im Humanplasma 
iiberhaupt mSglich macht, . 

Es 1st durchaus denkbar, dass die C1-INH-lV-Komplexe auch . mit anderen 
Technologien nachgewiesen werden konnen: bspw. mit einer Sandwich-ELISA- 
Methode (iber spezlfische, an einer geeigneten Matrix immpbilisierte Fanger- 
Antikorper gegen eine der beiden Komponenten und mit einem marklerten 
ZweitantikSrper gegen die jeweils andere . Komponente. Die venwendeten 
klasislschen, relativ einfachen Prazipltationstechnlken Im Gel enwiesen sich aber als 
ausrelchend. ErgSnzende Experlmente (z.B. mit C1-INH, der zur Entfernung der. 
Slalinsaurereste mit Neuraminidase behandelt worden 1st) kSrihen den unterstellten 
WechselwIrkungsmechanlsmus.QberprQfen.helfen. . ~ 

Diagnostlsch kSnnte der C1-INH-Haniagglutinin-Wechselwlrkung eine potentielle 
Bedeiitung zukommen, well der quantitative Nachweis von Viruspartikel- oder 



Virusbestandteil-gebundenem C1-INH, bspw. auch extravasal auf Schleimhauten, 
einem bejstimmten Infektionsstatus entsprechen kdnnte. 

Den AnstoB fOr unsere Untersuchurigen gab die bereits erwahnte Beobachtung 
(von Lange, W. et al.; s.o.), dass es In der Schleimhaut Glykoproteine gibt, die sine 
1. Barriere der Infektabwehr bilden; sie binden IV-Partlkel und hemmen dadurch die 
Infektion. 

Wir liaben den C1-INH als eines der Glykoproteine Identifiziert. und konnen nach 
Untersuchungen an einer Vakzine bestatlgen, dass er eine BIndungsfahigkelt fur IV 
besitzt: . . .' • . 

.1. Aus einer IV-Vakzine lassen sich konzentrationsabhangtg mit C1-INH IV- 
Antigene als Inhibltor-Komplexe unterschiedlicher Diffusionsfahigkelt mittels 
geelgneterAntlkSrpernachweisen (Abb. 1). . 

2. Im elektrlschen Feld der Immunoelektrophorese wandert die Vakzine vom 
Auftragsort bis in den ot2-Globulinbereich; Dabei dissozilert sie in viele 
Komponenten unterschiedlicher Beweglichkeit (Abb. 2). Nach Zusatz von 
• C1-INH reichert sich das Material in einem typischen, mit anti-IV-Antik6rpern 
erzeugbaren Prazipitat an. Die Wechselwirkungen der Misch- und 
Spaltvakzine mit C1-INH werden mit einem Antiserum gegen C1-INH 
sichtbar. Mit der dadurch erhohten Nachweisempflndllchkelt erkennt man, 
dass auf dem ganzen Wanderungsweg CI-iNH-IV-Antlgen-Komplexe 
unterschiedlicher Beweglichkeit llegen mOssen. 

3.. Im Plasma flndef'man, auch nach Zusatz der Vakzine, keine auffallenden 
• Heterogenltaten. Die . Komplexierung der IV-Komponenten durch C1-INH 
kann hIerfQr eIne ErklSmng sein (Abb. 3). , 



5. 4. In 4 Pools von Humancitratplasma konnten wir jeweils einen! Komplex aus. 

C1-INH und IV-Ahtigenen nachwelsen. Er wandert im elektrlschen Feld 
schneller als die fOr Verglelchszwecke zugesetzte Vakzlne. .Wir haben 
. Hinweise dafOr, dass es mehr solcher Komplexe gibt, die kleiner. und 
beweglicher als die Vakzine sind (s.o.), aber an der Nachweisgrenze liegen. 
10 . * Alle Plasmen, in denen wir Komplexe aus .IV und C1-INH fanden, enthielten 
auch Antikorper gegen das Virus. Im isolierten . System hergestellte . 
Komplexe aus IV und C1-INH iosten sich in Gegenwart von Calciumionen 
nach Zugabe von einem polyklonalen IgG-Konzentrat, das Antikorper gegen 
das IV enthielt, wieder auf. Bemerkenswert ist die vermutlich lange 
15 Venwerlzeit der C1-INH-lV-Komplexe im Blut Eine Erklarung konnte die Art. 

der „Verpackung" liefern, zu der sicher der C1-INH beitragt, Sie durfte von 
Bedeutung sein: einmal fur die Neutralisation der in Betracht kommenden 
Viren, zum anderen fQr die Modulation der Immunantwort, zu der auch bspw. 
die Herstellung einer Vakzine gehort, nach physiologlschen Kriterien; denn 
20 offenbar begleitet der C1-INH mindestens die Hamagglutinin-haltigen Viren 

uber den ganzen Zyklus von Infektion bis Immunabwehr. Wenn die alleinlge 
Diffusion das Trennprinzip darstellt, konnen nach Reaktion mit C1-INH, wie 
in Abb.1 dokumentiert, mindestens 2 unterschiedlich diffundierende und fur / 
geeignete Antikorper prazipitierbare Komplexe nachgewiesen werden. 



Diese Eigenschaften machen den C1-INH zu einem wichtigen Bestandteil der 
Abwehr von Mikroorganismen, wIe z.B^ von infektiosen Viren. Da das Prinzip 
einfach, wirksam und erfolgversprechend ist, und der .C1-INH als hochgereinigtes 
Protein fur die Intravenose Anwendung z.V. steht, ist er eine Altemative Oder 

30 mindestens eine Erganzuhg zu den gebrauchlichen . Adjuvans-Vakzine- 
Kombinationen; sie bietet sich yor allem fur die Falle an, in denen bekannt ist, dasis 
das. Viruspartikel Hamagglutinin als" Membranbestandteil enthalt (Influenzaviren, 
: Paramyxoviren, Rotaviren und vielleicht auch SARiS). Nach den Eigenschaften des 
C1-INH ist eine extravasale. Applikation uber die Schleimhaute sinnvoll . und 

35 denkbar. 
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Anspruche 

1. Verwendung von C1-INH zur Herstellung eines Medikaments fOr die 
therapeutische Abwehr und Neutralisation von hunnanpatliogenen.Viren bzw. ihrer 
toxischen Komponenten dadurch gel<ennzeiclinet, dass die liumanpatiiogenen 
Viren I\/Iembranbestandteile mit Akzeptorfunlction tragen, . vorzugsvyelse 
Hamagglutinine. . 

2. Venwendung nacli Anspruch 1 , dadurcli geionnzeiclinet, dass das iyiedil<ament 
zur Linderung der Spiiwere und Folgen von al^iiten IVIasfem- oder Mumpsinfel<tionen 
eingesetzt wird bzw. diese verliindert. 

3. Venwendung von CT-INH zur IVIodulation der immunantwort, bspw. als 
Bestandteil von Humanvakzinen, gegen humanpathogene Infektiose Agentien, die 
Glykoprotein- bzw. Glykolipidbaiisteine entlialtende l\/lembranen besltzen, speziell 
Influenzaviren, . Paramyxoviren und Rotaviren mit ihren. Hamagglutinin- 
Komponenten. 

4. Verwendung von Nachweismetlioden zu diagnostischen Zwecken dadurch 
gekennzeiclinet, dass die Wecliseiwirkung von C1-INH mit Hamagglutininen direkt 
Oder Indlrekt genutzt wird. . • ' . ■ ". 

5. Venwendung von C1-INH bzw. von Teilstrukturen des C1-INH zur Abtrennung 
von Viren mit Membranbestandtellen als Akzeptoren, wie z.B. Hamagglutininen.. 
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5 Abbildungen 

Abb. 1 Agargeldiffuslonstest nach Ouchterlony Stanzldcher 
1 . Mitte: IV-Vakzlne (9Q ng/ml und nach 24 Std.. ' 
C1-INH-L6sung (125 ^^/ml) 
10 im Halbkreis von links: 

Gepooltes Humancltratplasma 
. Anti-CI-INH-Serum 
Immunoglobulin-Konzentrat (Charge 1) 
Immunoglobulin-konzentrat (Charge 2) 
15 . • . • ■ . ■ . - 

Abb. 2 Immunoelektrophorese in Agarose 

a) Rille: Immunglobullh-Kpnzentrat (Charge 1) 

b) Rille: Anti-CI-INH Serum 
1. IV-VakzineOfxg), 

20 2. IV-Vakzine (.5 fxg) pius C1-INH (lOP jxg), 
3. C1-INH (lOp iig) 
Auftragsvolumen 10 ^1, Diffusionszeit 17 h 

Abb. 3 Immunoelektrophorese in Agarose . . ' . 
5 , a) Rille: Immunglobulln-Konzentrat . 
b) Rille: Anti-CI-INH Serum ' 
1. Gepooltes Humancltratplasma ' 

2., 2,5 fxg IV-Vakzine in 50 m-I gepooltem Humancitratplasma 
Auftragsvolumen 10 Diffusionszeit 17 h . 
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Zusammenfassung: 



Die Verwendung von C1-INH zur Therapie yon Viren wird beschrieben, deren 
Membranbestandteile Akzeptorfunktlonen besitzen. vorzugsweise Hamagglutinin sind. 
Daneben kann C1-INH zu diagnostisohen Zwecken pder zur Reinigung geeigneter 
Viren genutzt warden. , . 
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